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El aumento en la contaminación del aire, suelos, aguas subterráneas y de regadío se ha convertido 
en un problema dado el impacto negativo que provoca en el ecosistema y que en el corto plazo 
podría afectar directamente la población humana. La mayoría de los contaminantes presentes en 
los ecosistemas acuáticos son compuestos orgánicos y/o metales pesados, una consecuencia de la 
actividad antropogénica no regulada. En esta línea, se ha desarrollado una amplia gama de 
alternativas tecnológicas entre las que destaca la biorremediación por sus características traducibles 
en bajos costos de operación y mantención respecto a métodos físicos y/o químicos. 
 Acorde con el creciente uso de microorganismos para remediar aguas contaminadas, el objetivo 
de esta Tesis fue analizar la remoción de metal(oides), específicamente telurito, arsenito, cadmio y 
cobre, por bacterias ambientales resistentes a estos compuestos en condiciones aeróbicas y 
anóxicas. La remoción se llevó a cabo utilizando medio mínimo SV.3, formulado específicamente 
para mantener la solubilidad de los metales a pH neutro. Los cultivos se llevaron a cabo en 
presencia o ausencia de oxígeno en ensayos de 24 h donde se cuantificó la concentración del tóxico 
al inicio y final del proceso.  
En ambas condiciones de crecimiento, las bacterias removieron telurito > arsenito > cobre. No fue 
posible cuantificar la remoción de cadmio.  Dado que promueve un mayor crecimiento bacteriano, 
la condición anaeróbica resultó más eficiente en la remoción de los tóxicos ensayados. Finalmente, 
este proceso de biorremediación permite recuperar el escaso metaloide teluro, de alto valor 
tecnológico. Además, se podría descontaminar arsenito, altamente tóxico y abundante en una 













The increasing contamination of air, soil and water has become a problem because they impact 
negatively different ecosystems that in the short term could affect directly human health. As 
consequence of a non-regulated anthropogenic activity, most contaminants present in aquatic 
ecosystems are organic compounds and/or heavy metals. In this line, a number of technological 
alternatives have emerged, including bioremediation, which exhibits rather low operation costs as 
compared to other chemical and physical methods. 
In agreement with the increasing use of microorganisms to treat polluted water systems, the goal 
of this Thesis work was to assess removal of metal(loid)s, specifically tellurite, arsenite, cadmium 
and copper by toxicant-resistant environmental bacteria under aerobic and anaerobic conditions.  
Removal was accomplished by using SV.3 minimal growth medium, specially designed to allow 
metal(loid) solubility at neutral pH values. Cultures were for 24 h in the presence or absence of 
oxygen and the toxicant´s concentration was assessed at the beginning and ending of the process. 
In both conditions bacterial removal was tellurite > arsenite > copper. Cadmium removal could not 
be determined. Given it promotes a better bacterial growth, the anaerobic condition showed to be 
more efficient in toxicant removal.   
Finally, while allowing the recovery of the scarce metalloid tellurium -which exhibits great 
technological value- this process, is also efficient to remove arsenic, a highly toxicant element that 
















INTRODUCCIÓN     
Metales pesados y metaloides: implicancia en humanos y el medio ambiente 
Los metales pesados y metaloides, abreviados como metal(oid)es, son constituyentes naturales de 
la corteza terrestre, que ha visto alterado su equilibrio geoquímico por efecto de actividades 
humanas, conllevando la movilización de estas especies tóxicas y su acumulación en suelos, aguas 
e incluso organismos (bioacumulación) (Singh y Gautam, 2011) 
Recientemente, entidades ecológicas y de salud han levantado la voz en relación a la contaminación 
por este tipo de tóxicos, dado el incremento de su uso en el área industrial, agrícola, tecnológico e 
incluso a nivel doméstico (Tchounwou y Yedjou, 2012).  
Cabe destacar que muchos metales son utilizados en procesos biológicos, generalmente como 
elementos traza, actuando como cofactor de distintas enzimas o involucrados no enzimáticamente 
en reacciones redox a nivel celular (Tchounwou y Yedjou, 2012). Estos metales forman parte de la 
dieta regular y según la Organización Mundial de la Salud un desequilibrio de estos micro 
nutrientes podría favorecer el desarrollo de diversas enfermedades o síndromes (WHO, World 
Health Organization, 1996). 
Por otra parte, se ha descrito que elevadas concentraciones de metales pesados, principalmente 
arsénico, cadmio, cromo, plomo y mercurio, debido a su alta toxicidad serían capaces de dañar 
organelos, componentes de la membrana celular, núcleo, ADN y enzimas asociadas al 
metabolismo, detoxificación y reparación de daños (Begg et al., 2015). Además, se han observado 
cambios en el ciclo celular (cáncer, apoptosis) y producción de especies reactivas de oxígeno 
(Hirner y Hendrik Emons, 2004; Waisberg et al., 2003) 
Basados en la información disponible en el Servicio Agrícola y Ganadero (SAG), se logra 
identificar la presencia de contaminantes en suelos y aguas, haciendo enfoque en elementos tóxicos 
que han atraído el interés debido a su impacto tanto en el ecosistema como en la salud humana, 
como es el caso de arsénico, cadmio, cobre y teluro.  
A continuación, se detallan algunas características de los elementos mencionados y que serán 
abordados en esta Tesis.  
Arsénico: Se estima que millones de personas se encuentran expuestas de manera crónica a 
arsénico alrededor del mundo, especialmente países como Bangladesh, India, México, Uruguay, 
Taiwan y Chile, donde sus aguas poseen altas concentraciones de este metaloide (Tchounwou y 
 
11 
Yedjou, 2012). La exposición a arsénico puede ocurrir por vía oral, inhalación, contacto dérmico 
o por vía parenteral (Mandal, 2002). Las concentraciones de arsénico en el aire van desde 1 a 3 
ng/m3 en lugares remotos alejados de manipulación humana, y desde 20 a 100 ng/m3 en ciudades. 
La concentración usual de arsénico en aguas es menor a 10 g/L, niveles que pueden variar 
dependiendo de su cercanía a depósitos naturales de dicho metaloide. Por otro lado, la 
concentración en alimentos va desde 20 a 140 ng/kg, finalmente las concentraciones de arsénico 
en suelos varían desde 1 a 140 mg/kg. Estos valores pueden verse aumentados en suelos por el uso 
de pesticidas y/o aguas de desecho (Tchounwou y Yedjou, 2012). Particularmente en el caso de 
Chile, las concentraciones de arsénico cuantificadas en distintas localidades van desde 3 a 17 
mg/kg, en Los Andes y El Trebal respectivamente (SAG, 2005).  
En el ambiente, el arsénico se encuentra mayoritariamente como arseniato (AsO4
-3), y en menor 
proporción en forma trivalente como arsenito (AsO2
-), el cual es 60 veces más tóxico que arseniato 
(Neff, 1997). Se ha descrito el mecanismo de toxicidad de arsenito, en el cual este ingresa a la 
célula, a pH neutro, utilizando las aquaglucoproteínas presentes en bacterias, levaduras y 
mamíferos, residiendo su toxicidad en la habilidad de unirse a los grupos sulfhídrilos en los 
residuos de cisteínas de las proteínas, inactivándolas (Mukhopadhyay et al., 2002). Para resistir su 
toxicidad, las bacterias han desarrollado mecanismos de reducción de estas especies, las cuales 
incluyen la oxidación de arsenito por la enzima arsenito oxidasa  (asoA y asoB), al participar como 
donador inicial en la cadena transportadora de electrones (Culotta y Scott, 2013; Satyapal y Rani, 
2016).  
Cadmio: Es un metal pesado que genera gran preocupación a nivel mundial debido a que es 
considerado altamente nefrotóxico (Jacobo-Estrada et al., 2016). Se encuentra ampliamente 
distribuido en la corteza terrestre a un promedio de 0,1 mg/kg, aunque el nivel más alto registrado 
corresponde a rocas sedimentarias y fosfatos marinos con un contenido de 15 mg/kg (GESAMP, 
Group of Experts on the Scientific Aspects of Marine Pollution, 1987). La principal vía de 
exposición a este metal es la inhalación a través del humo del cigarrillo, ingestión de alimentos 
contaminados, industrias mineras y de fundición, manufactura de baterías, pigmentos, aleaciones 
y estabilizadores (Agarwal, 2009). En el caso de Chile, las concentraciones cuantificadas en 
distintas localidades van desde 0,7 a 6 mg/kg, correspondiente a Quillota y la VI región (SAG, 
2005). Se ha descrito que el cadmio es introducido a la célula mediante transportadores de iones 
divalentes como Mn+2 (Begg et al., 2015), dentro de la célula muestra alta afinidad por grupos 
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tioles, principalmente glutatión (GSH), el cual se encuentra en altas concentraciones en las células. 
Como consecuencia de la eliminación de glutatión, se cataliza la generación de ROS conllevando 
un daño a nivel de proteínas, lípidos y ADN, implicando la destrucción de la célula. (Cuypers et 
al., 2010; Waisberg et al., 2003). 
Cobre: En Chile, existe una alta concentración de este metal, observándose en varias localidades 
del país concentraciones que van desde los 50 a 3800 mg/kg de cobre (SAG, 2005). La ingesta 
prolongada de elevadas concentraciones de cobre en humanos, es capaz de producir desordenes 
gastro-intestinales, hemólisis, efectos hepato y nefrotóxicos (Shrivastava, 2009). A nivel 
ambiental, un aumento en las concentraciones de cobre impacta en la mayoría de los casos las 
aguas, lo que promueve la eliminación de invertebrados y algas, reduciendo de esta forma la 
biodiversidad y afectando las cadenas tróficas (Ramirez et al., 2005). En las células la especie 
predominante es Cu+, el cual desestabiliza el cofactor hierro-sulfuro que está débilmente unido a 
deshidratasas del metabolismo primario. Adicionalmente se ven afectadas las enzimas 6-
fofogluconato deshidratasa (Edd), fumarasa A (FumA) e isopropilmalato deshidratasa (LeuC) 
(Lemire et al., 2013). Por otra parte, Cu+ cataliza la formación de radicales libres produciendo 
alteraciones en lípidos y proteínas (Chillappagari et al., 2010; Volentini et al., 2011).  
Teluro: El teluro es obtenido principalmente como subproducto en la minería y refinería de cobre, 
aunque se desconoce una función biológica para este metaloide, se ha descrito en hongos, a nivel 
experimental, el reemplazo de azufre por teluro en varios tipos de proteínas como teluro-cisteína, 
teluro-cistina, teluro-metionina y en algunos teluro-serina (Ramadan et al., 1989). La abundancia 
de teluro en la corteza terrestre es estimada entre 1-5 g/kg, convirtiéndolo en el menos abundante 
de los elementos en la litósfera (Kabata-pendias, 2011). Independiente de su abundancia el teluro 
es considerado tóxico y teratogénico, la evidencia también describe efectos tóxicos en los niveles 
de yodo tiroidales, además se han visto efectos en el aprendizaje y memoria espacial en ratas 
(Widy-Tyszkiewicz et al., 2002). Entre los oxianiones de teluro, el telurito  (TeO3
-2) es más tóxico 
que el telurato (TeO4
-2) a nivel bacteriano (Basnayake et al., 2001). Sin considerar la baja 
abundancia de este elemento, es posible encontrarlo en muestras de aire, suelo y aguas, aumentando 
su  concentración en zonas colindantes a industrias mineras, principalmente de cobre (Belzile y 
Chen, 2015). Se ha observado que los oxianiones de teluro interactúan con los tioles celulares 
reducidos (RSH), siendo el glutatión (GSH) uno de los blancos más relevantes, lo que desencadena 
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la formación de ROS, provocando daño a proteínas, interferencia con la respiración celular y 
defensas antioxidantes (Turner et al., 2001; Wang et al., 2011) 
Al observar la amplia distribución de los metales en el ambiente, las concentraciones en las que se 
encuentran y su capacidad de afectar los sistemas biológicos, se hace imperante tratar las áreas 
contaminados para mejorar la calidad de éstas. Para esto, es importante la utilización de sistemas 
con bajo impacto ambiental, como lo es el proceso de biorremediación.  
 
Biorremediación de metal(oid)es  
Por definición, biorremediación se extiende al uso de organismos vivos (microorganismos y 
plantas) y/o sus enzimas, para degradar contaminantes desde el medioambiente abarcando 
efluentes domésticos, agrícolas e industriales a formas menos tóxicas (Sharma, 2013). Por lo 
general, se utilizan especies nativas/endógenas del sitio contaminado o aislados resistentes para 
degradar y detoxificar substancias nocivas para el medioambiente y/o para la salud humana (Kensa, 
2011).  
La utilización de distintos organismos, se traduce en distintas características para el método de 
remoción. Entre ellos se encuentra la micorremediación, la que utiliza principalmente hongos, los 
cuales poseen mecanismos de reducción y/o destrucción de tóxicos por acción enzimática (Singh, 
2006). La fitorremediación es un método que utiliza plantas para controlar y remover 
contaminantes desde suelos y aguas. Los principales mecanismos utilizados en esta estrategia 
incluyen absorción a nivel de raíces, acumulación en la biomasa, volatilización y/o destrucción del 
contaminante por el potencial metabólico de la planta (Ghosh y Singh, 2005). Es utilizado para 
tratar desechos orgánicos e inorgánicos, aguas servidas, lodos de procesos industriales, sales, 
metales, metaloides, compuestos lixiviados y xenobióticos (Eneh y Owo, 2008). Un tercer método 
incluye directamente bacterias, utilizado para tratar derrames de aceites, efluentes mineros e 
incluso desechos domésticos a través del aprovechamiento del metabolismo propio de estas 
bacterias (Kensa, 2011). 
En relación a los métodos descritos, se utilizan distintas estrategias, dependiendo del grado de 
saturación y aireación del área afectada. En la Tabla 1, se comparan los beneficios, limitaciones de 
las técnicas, factores a considerar y ejemplos del uso de las estrategias ex situ e in situ, destacando 





Tabla 1. Características de las estrategias de biorremediación ex situ, in situ y por biorreactor 
(Lemire et al., 2013) 
 
Al destacar la modalidad en biorreactor, podemos encontrar varias ventajas asociadas a su uso, 
entre ellas: aumento de la transferencia de masa y contacto entre el microorganismo, los nutrientes 
y el contaminante; aumento de la velocidad de degradación/remoción del tóxico, comparado con 
metodologías in situ, consiguiendo acortar los tiempos de tratamiento; posibilidad de utilizar 
distintos aceptores finales de electrones (NO3
-, SO4
-2, O2, CO2); control y optimización de 
parámetros ambientales como el pH, la agitación y la temperatura; posibilidad de utilizar 
surfactantes o solventes para mejorar la disponibilidad del tóxico; y finalmente, la utilización eficaz 
de técnicas como bioaumentación y bioestimulación (Robles-González et al., 2008).  
Tecnología Beneficios Limitaciones Factores a considerar Ejemplos
Ex situ
·Rentable                            
·Bajo costo                          
·Requerimiento de espacios                    
·Tiempo de tratamiento 
extendido                        
·Se necesita control de 
pérdida abiótica                     
·Problemas de 
transferencia de masa                         
·Limitaciones de 
biodisponibilidad
·Involucra la excavación o remoción 
del suelo/agua contaminada                  
·Biodegradabilidad del/los 
contaminantes                                          
·Solubilidad química                             
·Distribución del/los contaminantes      
·Biopilas                  
·Compost                  
·Landfarming
Biorreactor
·Cinéticas de degradación 
rápidas                                 
·Optimización de 
parámetros ambientales    
·Aumenta la transferencia 
de masa                                 
·Uso eficaz de los 
inoculos y surfactantes
·Se requiere transporte del 
material contaminado          
·Alto costo de operación        
·Se requiere un alto capital 
para financiamiento
·Bioaumentación                                     
·Concentraciones tóxicas del/los 
contaminantes                                         
·Toxicidad del proceso 
· Biorreactores de 




·Coacción medioambiental      
·Se extienden los tiempos 
de tratamiento              
·Dificultades para 
monitorear
·Habilidades de biodegradabilidad de 
las especies  nativas              
·Parámetros ambientales   
·Biodegradabilidad del/los 
contaminantes                                          
·Solubilidad química              
·Factores geológicos       
·Distribución del/los contaminantes
·Bioaspersión                       
·Bioventilación                   
·Bioaumentación          
·No invasivo 
·Relativamente pasivo 
·Proceso de degradación 
natural                
·Tratamiento para aguas y 




Esta modalidad, es ampliamente utilizada tanto en estudios como en procesos industriales, siendo 
descrita en la remoción de metales pesados (Fulekar, 2016; Serrano y Leiva, 2017), estudios de 
bioaumentación para desechos mineros (Llorens-Blanch et al., 2017), degradación de colorantes 
(Sandhya et al., 2005) e incluso la síntesis de nanopartículas (Brayner et al., 2007).  
 
Condiciones anaeróbicas y biorremediación de metales  
La biorremediación sólo es efectiva cuando las condiciones ambientales permiten un crecimiento 
y actividad óptimos del organismo utilizado (Balagurusamy, 2005). La mayoría de los procesos de 
biorremediación trabajan bajo condiciones aeróbicas, las que normalmente generan estrés 
oxidativo por la presencia o generación de especies reactivas de oxígeno (Lloyd, 2003; Lloyd y 
Lovley, 2001). Es por eso que, procesos de biorremediación anaeróbicos disminuyen el estrés 
oxidativo y permiten mejorar la degradación de tóxicos normalmente recalcitrantes en condiciones 
aeróbicas (Balapure et al., 2016; Sandhya et al., 2005). 
Si bien la respiración anaeróbica es menos eficiente energéticamente, le permite a la bacteria crecer 
en ambientes con ausencia de oxígeno (Singh et al., 2009). En este sentido, las bacterias son 
capaces de utilizar distintos aceptores finales de electrones, dentro de los que se incluye: nitrato, 
sulfato, hierro (III), manganeso (IV), carbonato. Adicionalmente se ha observado la utilización de 
arsénico, cromo, selenio e incluso uranio (EPA, 2013).  
Un proceso biológico de remoción anaeróbica de metal(oid)es, puede sustentarse a través de la 
utilización de estos como aceptores finales de electrones (Lloyd y Lovley, 2001), obteniéndose la 
inmovilización de estas especies por el cambio en el estado redox que esto implica. Por otro lado, 
la utilización de nitrato como aceptor final de electrones en ensayos anaeróbicos, es ampliamente 
utilizado ya que posee un potencial de redox (Eh) de 0,7 volts, muy cercano al valor del oxígeno 
0,8 volts (Weber et al., 2006). Lo que claramente favorece el crecimiento del cultivo, permitiéndole 
remover las especies metálicas presentes en el medio. 
Se han descrito diferentes mecanismos de resistencia bacteriana a metal(oid)es en anaerobiosis, los 
cuales son aprovechados para remover estas especies. Describiéndose entre otros, su utilización 
como aceptor final de electrones, reducción enzimática y no enzimática, bioacumulación y 
adsorción (Gupta y Joia, 2016). Además, entre otros mecanismos de resistencia se encuentra el 
bypass de vías metabólicas dañadas, bombas de expulsión o disminución en el flujo de entrada 
(Lemire et al., 2013). 
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Consorcios microbianos en biorremediación 
Tomando en cuenta lo anterior y destacando el componente ambiental de estos procesos, es 
necesario considerar que la remoción de compuestos tóxicos ocurre naturalmente, por acción de 
microorganismos endógenos (Pérez-De-Mora et al., 2006). Estos, se encuentran en comunidades 
microbianas, misma modalidad presente en procesos de remoción  (Bhakta et al., 2017; Hays et 
al., 2015; Jacques et al., 2008), emulando un sistema natural donde varias especies conviven. 
Debido a esto, se ha observado un creciente interés por el uso de consorcios/comunidades/mezclas 
microbianas en distintas áreas de la biotecnología, como lo son las problemáticas 
medioambientales y/o de salud humana. Si consideramos que un manejo adecuado de cepas 
individuales conduce a la obtención de altas productividades, del mismo modo a través del 
apropiado cultivo de las comunidades microbianas se busca aumentar aún más estos índices (de 
Roy et al., 2014). Las comunidades dominan el mundo microbiano, permitiendo a los organismos 
coexistir al interactuar entre sí. Esta interacción incluye respuestas táctiles, uso de señales 
específicas, transferencia horizontal de genes, escenarios competitivos o cooperativos donde los 
microorganismos compiten por recursos o los proveen. También pueden alterar el medioambiente 
influyendo en el crecimiento de organismos vecinos. Estas comunidades, que incluyen variadas 
especies microbianas, por definición, muestran un incremento en el rango de genes y capacidades 
metabólicas en comparación a monocultivos (Hays et al., 2015). Es común encontrar en 
comunidades, especies como, Klebsiella spp (Fulekar, 2016), Pseudomonas spp. (Kede et al., 2014; 
Malik, 2004), Bacillus sp., Bacillus subtilis, Bacillus cuagulans (Kim et al., 2007; Nakajima et al., 
2001; Robinson et al., 1990) y Enterobacter cloacae (Banerjee et al., 2015; Gupta y Joia, 2016; 
Malik, 2004). En este sentido, se ha observado que comunidades bacterianas despliegan mejores 
respuestas frente a distintos contaminantes, ya sean metales pesados (Fulekar, 2016), desechos 
oleaginosos (Mishra et al., 2001) o hidrocarburos y sus derivados (Jacques et al., 2008) en 
comparación a cepas independientes. 
La robustez, habilidad para sobrevivir a una perturbación, es una propiedad en las comunidades 
microbianas y es necesaria para la supervivencia bajo los constantes cambios en el ambiente. En 
comparación a los monocultivos, las comunidades son capaces de resistir la invasión de otras 
especies al nicho, haciendo uso tanto de agentes físicos (biopelícula) y/o químicos (bacteriocinas) 
(Burmølle et al., 2006). Asimismo, son capaces de resistir eficazmente largos períodos de escases 
de nutrientes debido a sus diversos metabolismos, lo que conlleva a la posibilidad de generar 
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relaciones simbióticas, compartiendo metabolitos y/o nutrientes en el cultivo (LaPara et al., 2002). 
En el ámbito biotecnológico, los consorcios mantienen esas mismas ventajas, destacándose su 
capacidad de llevar a cabo más de una tarea, habilidad crucial al momento de biodegradar 
contaminantes, considerando en algunos casos la necesidad de múltiples enzimas para llevar a cabo 
este proceso (Song et al., 2014). 
Considerando las características anteriormente mencionadas, en relación a las 
comunidades/consorcios, estas pueden ser extrapoladas a mezclas bacterianas. Esta denominación, 
se caracteriza por la mezcla de más de una especie bacteriana, dentro de la cual no se conoce la 
forma en la que interactuan dichas especies en cultivo (Song et al., 2014; Wintermute y Silver, 
2010). Para efectos de esta Tesis, se postula el trabajo con la mezcla de bacterias, considerando 
una metodología top-down (Brenner et al., 2008; Song et al., 2014), en la cual se conocen las 
especies (previamente aísladas) y su resistencia a distintos metal(oid)es. Permitiendo mezclar 
aquellas con mejores características y así llevar a cabo la eficiente remoción de metales.  
Basado en los antecedentes dispuestos, este proyecto de Tesis busca llevar a cabo un proceso de 
remoción en condiciones aeróbicas y anaeróbicas de metal(oid)es para revertir la creciente y 
preocupante contaminación de estas especies, utilizando cepas bacterianas resistentes a los 




Bacterias resistentes a NaAsO2, K2TeO3, CdCl2 y CuSO4 incrementan significativamente la 












Objetivo general:  
Determinar y comparar la capacidad de remoción de metal(oid)es (Cu2+, Cd2+, Te4+ y As3+) por 
cepas bacterianas resistentes en condiciones aeróbicas y anaeróbicas.  
 
Objetivos específicos:  
1.- Caracterizar la remoción de metal(oid)es por bacterias y/o mezcla en condiciones aeróbicas y 
anaeróbicas. 
1.1.- Caracterizar y seleccionar bacterias resistentes a metal(oid)es en aerobiosis y anaerobiosis. 
1.2.- Formular un medio de cultivo para el proceso de remoción. 
1.3.- Determinar la resistencia a metal(oid)es de las bacterias seleccionadas en el medio formulado. 
1.4.- Estandarizar métodos colorimétricos para cuantificación de metales.  
2.- Cuantificar el porcentaje de remoción de metal(oid)es por bacterias y/o mezcla en biorreactor 
en condiciones aeróbicas y anaeróbicas.  
2.1.- Cuantificación de la remoción de NaAsO2, K2TeO3, CdCl2 y CuSO4 por Staphylococcus 
sciuri y Acinetobacter schindleri. 






















MATERIALES Y MÉTODOS     
Condiciones de anaerobiosis 
Se llevaron a cabo los cultivos anaeróbicos en una cámara Coy, conteniendo un 100% de N2. Los 
medios de cultivo líquido y otras soluciones se introdujeron a la cámara 24 h previas a su uso 
permitiendo de esta forma equilibrarlos con la atmósfera anaeróbica, los medios sólidos se 
introdujeron 3-4 horas previas a su uso.  
 
Concentración mínima inhibitoria (MIC) para metal(oid)es 
Ensayo MIC modificado de (Wiegand et al., 2008). A partir de soluciones stock estériles de 
K2TeO3, CdCl2, NaAsO2 y Cu2SO4 se realizaron diluciones seriadas en concentraciones 
decrecientes (1:2) en 1 mL de medio LB o SV.3 en placas de cultivo de 48 pocillos. Se inoculó 
cada pocillo con 10 µl de cultivo de las distintas cepas crecidas en medio LB hasta un DO600  0,6 
para LB y DO600  0,25 para SV.3, se incubó con agitación constante por 24 h a 37 ºC. Ensayo 
realizado en condiciones aeróbicas y anaeróbicas. 
 
Curvas de crecimiento  
Cultivos de 1 mL crecidos durante toda la noche (ON) se diluyeron 1:100 en SV.3 fresco, se 
incubaron a 37 ºC con agitación constante hasta una DO600 ≈ 0,25. Posteriormente, se agregó 10 µl 
de cultivo a 990  L de medio SV.3 fresco. Se monitoreó el crecimiento a 600 nm cada 30 min 
durante 18 h en el multilector de placas TECAN Infinite M200 Pro. Las curvas se realizaron en 
condiciones aeróbicas y anaeróbicas.  
 
Condiciones de cultivo para ensayos de remoción  
Se realizaron cultivos a 24 h con la siguiente metodología: se dejó un inóculo ON de 5 mL 
(denominado Inóculo I) por triplicado para cada cepa. Al día siguiente se traspasó el Inóculo I a un 
volumen final de 50 mL (denominado Inóculo II), éste es crecido hasta DO600 ≈ 0,25 determinado 
como fase exponencial. Luego el Inóculo II se traspasó a un volumen final de 200 mL. Se adicionó 
previamente para los cultivos aeróbicos: 260 g/mL de CuSO4, 62,5 g/mL de K2TeO3, 811 g/mL 
de NaAsO2 y 50  g/mL de CdCl2. Para las condiciones anaeróbicas se adicionó: 260 g/mL de 
CuSO4, 125 g/mL de K2TeO3, 405,8 g/mL de NaAsO2 y 50  g/mL de CdCl2. Se recolectó una 
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alícuota del medio con el tóxico previo al inicio del cultivo para su posterior cuantificación. Dicho 
cultivo se mantiene en agitación constante durante 24 h a 37 ºC. Al final del cultivo se retira una 
alícuota del cultivo y se cuantifica el metal(oide) según la metodología correspondiente. Cada 
alícuota es centrifugada a 10000 rpm por 5 min con el fin de retirar las células en suspensión. El 
sobrenadante es filtrado con filtros de 0,2 m. Este procedimiento es realizado a una muestra 
control, sin bacteria, con la misma concentración del metal(oide). Todos los ensayos son realizados 
condiciones aeróbicas y anaeróbicas. 
 
Cuantificación de Telurio 
Se utilizó el método descrito por (Molina et al., 2010). El método describe la cuantificación de 
telurio en medios de cultivo (LB o M9), el cual se lleva a cabo en 1 mL final como se describe a 
continuación: a 100 L de una solución de K2TeO3 se adicionaron 35 L de NaBH4 100 mM, se 
adicionaron 865 L de ddH2O para aforar a 1 mL. La reacción se calentó durante 10 min a 60 ºC, 
se enfria por 5 min a temperatura ambiente y se midió a 500 nm. Lográndose un límite inferior de 
detección de de 1g/mL y superior de 200 g/mL. 
 
Cuantificación de Cobre 
Se utilizó el método de detección por BCP (Batocuproina disulfonato) (Rapisarda et al., 1999; 
Volentini et al., 2011). Se utiliza batocuproína, compuesto quelante que genera un complejo 
coloreado marrón-dorado al interactuar con iones cuprosos (Cu+), este complejo es medible 
espectrofotométricamente a 480 nm. El límite de detección de la técnica llega hasta los 5 g/mL. 
La metodología original corresponde a Standard Methods for the Examination of Waters and 
Wastewaters (APHA/AWWA/WEF, 2012) la cual fue modificada para analizar volúmenes 
menores a 1 mL de muestra sin perder reproducibilidad, como se describe a continuación: a 100 
L de una muestra de CuSO4, se adicionaron 20 L de HCl 1:1, se homogenizo y se adicionaron 
en orden 100 L de hidroxilamina clorhidrato 0,1% , 100 L de citrato de sodio 30% y  100 L de 
batocuproína disulfonato 10%. Finalmente se adicionaron 580 L de ddH2O libre de cobre para 




Cuantificación de Arsénico y Cadmio 
Para la cuantificación de estas especies se utilizó un espectrómetro de absorción atómica (M5 Dual 
Atomizer AA Spectrometer, Thermo). Para arsénico se midió a 193,7 nm utilizando una llama de 
acetileno-óxido nitroso a un flujo entre 4,1-4,6 L/min y una lámpara de arsénico de 12 mA con un 
límite de detección de 0,4 mg/L (Hollow Cattode Lamp, Thermo). Para la cuantificación de cadmio 
se midió a 228,2 nm utilizando una llama de aire-acetileno a un flujo de 1-1,3 L/min y una lámpara 
de cadmio de 8 mA con un límite de detección de 0,013 mg/L (Hollow  Cattode Lamp, Thermo). 
 
Formulación del medio SV.3 
Se formuló un medio mínimo suplementado basado en las características del medio M9 y un medio 
descrito para emular las características de aguas de desecho, es decir, compuesto por nutrientes 
similares a los encontrados en aguas contaminadas con metal(oid)es, incluyendo concentraciones 
de éstos (Yusof et al., 2010). A continuación, en la Tabla 2, se describe la composición del medio 
denominado SV.3:  
 
Tabla 2. Composición del medio SV.3. 
Nutriente Concentración 
CaCl2 0,1 mM 
MgSO4 1 mM 
Glucosa 0,2% 
NH4Cl 1 g/L 
K2HPO4 0,5 g/L 
NaCl 0,5 g/L 
KNO3 1g/L 
Casamino ácidos 1 mM 
 
Condiciones de cultivo en biorreactor 
Todos los cultivos fueron realizados en condiciones aeróbicas en un biorreactor Winpact One 
System (FS-06 Series). Se realizaron cultivos a 24 h con la siguiente metodología: se cultiva un 
inóculo ON de 5 mL (Inóculo I) para cada cepa en SV.3. Al día siguiente se traspasa el Inóculo I a 
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un volumen final de 200 mL de SV.3 fresco (Inóculo II), éste es crecido hasta DO600≈ 0,25 
determinado como fase exponencial. El Inóculo II se sumó a un volumen de 800 mL de SV.3, 
siendo el volumen final de trabajo del biorreactor 1000 mL. Previamente se agregó 62,5 g/mL de 
K2TeO3 para el primer ensayo y 811 g/mL de NaAsO2 para el segundo ensayo. Recolectándose 
una alícuota para su posterior cuantificación. Dicho cultivo es mantenido con agitación constante 
de 140 rpm durante 25 h a 37 ºC, finalmente se retira una alícuota del cultivo y se cuantifica el 
metal(oide) según la metodología correspondiente. Cada alícuota para cuantificar es centrifugada 
a 10000 rpm por 5 min con el fin de retirar las células en suspensión, luego el sobrenadante es 
filtrado con filtros de 0,2 m, el mismo procedimiento es realizado a una muestra control, sin 
bacteria, con la misma concentración del metal(oide).  
 
Ensayos de viabilidad 
Un inóculo de 1 mL se creció ON a 37 ºC con agitación constante. Luego 500 L del cultivo inicial 
son transferidos a 5 mL de medio SV.3 fresco, éste se creció hasta DO600≈ 0,25 a 37 ºC con 
agitación constante. Este cultivo es llevado a un volumen final de 20 mL, adicionando para los 
cultivos aeróbicos: 260 g/mL de CuSO4, 62,5 g/mL de K2TeO3, 811 g/mL de NaAsO2 y 50  
g/mL de CdCl2. Para las condiciones anaeróbicas se adicionó: 260 g/mL de CuSO4, 125 g/mL 
de K2TeO3, 405,8 g/mL de NaAsO2 y 50  g/mL de CdCl2.  Se cultivó durante 24 h según 
condiciones mencionadas, al finalizar el cultivo una alícuota es sembrada en agar SV.3 y cultivada 
según condiciones establecidas, cuantificándose UFC transcurridas 24 h de crecimiento. El ensayo 
se realizó en condiciones aeróbicas y anaeróbicas.  
 
Análisis estadístico de los datos 
Los análisis estadísticos se llevaron a cabo utilizando el programa GraphPadPrism 5.01 (GraphPad 
Software, Inc). El análisis de varianza (ANOVA) y t-test fue a un nivel de p < 0,05.  
La significancia estadística fue indicada como: * para aquellos valores donde p < 0,05, ** para 







Determinación de la resistencia bacteriana a metal(oid)es en aerobiosis y anaerobiosis y 
selección.  
Considerando aislados ambientales provenientes de distintas regiones de Chile: laguna Chaxa, 
laguna Céjar, géiser El Tatío, Valle de la muerte, Laguna del Maule y mina el Teniente. Además 
del salar de Uyuni (Bolivia) y Perú. Las cuales fueron pre-seleccionadas por su resistencia a 
distintos metales(oid)es y por crecer a 37 ºC, procediéndose a determinar la MIC (µg/mL) para 11 
de estas, descritos en la Tabla 3. Se puede observar que en condiciones anaeróbicas muchas de 
estas resisten una mayor concentración que en condiciones aeróbicas, fenómeno ampliamente 
observado en el caso de telurito. Ahora bien, se seleccionan tres cepas (PR1, RP4 y RP) por 
describir resistencias superiores o iguales E. coli en la mayoría de los metal(oid)es para ambas 
condiciones y de manera uniforme descartando RP1 debido a dificultades en su cultivo, es decir, 
un lento crecimiento en tanto en medio líquido y agar LB, mismo comportamiento observado en el 
medio SV.3 posteriormente probado (Datos no mostrados). Del mismo modo, las cepas de 
Exiguobacterium se descartaron por tener una baja resistencia a telurito y cobre en condiciones 
aeróbicas. Igualmente, las cepas de Enterobacter no fueron seleccionadas por una baja resistencia 
a telurito en condiciones aeróbicas. Por lo tanto, se continúan los estudios únicamente con la Cepa 
2 (Staphylococcus sciuri) y Cepa 5 (Acinetobacter schindleri), generando también la mezcla de 
ambas cepas (Mix 2+5). Adicionalmente, no se observó la inhibición del crecimiento de una cepa 
contra la otra en cultivos en medio sólido LB, al mismo tiempo se logró observar presencia y 
viabilidad de ambas en medio líquido LB (Datos no mostrados). Otro importante criterio de 
selección corresponde a la morfología de las colonias, donde la Staphylococcus sciuri describe una 
colonia redonda, globular, brillante y amarilla tanto en LB como en SV.3. Por otro lado, 
Acinetobacter schindleri describe una colonia con borde irregular, plana, de color blanco en LB y 
transparente en SV.3 (Datos no mostrados). Finalmente, al ser teñidas con tinción gram S. sciuri 




Tabla 3. Concentración mínima inhibitoria (MIC) de distintos aislados ambientales 
 
Formulación de un medio de cultivo y determinación de la resistencia a metal(oid)es  en el 
medio formulado para las cepas anteriormente seleccionadas.  
Debido a que la mezcla entre el medio de cultivo LB y los metales(oid)es no permitía la completa 
solubilidad de todas las especies, se procedió a formular un nuevo medio de cultivo en base al 
medio mínimo M9 como se describe en la metodología. Como se ve en la Tabla 7, este medio posee 
dos fuentes de fosfato, de estas se eliminó la más abundante (Na2HPO4·7H2O) y se redujo la 
segunda fuente en un 96,7%. En cuanto a NH4Cl y NaCl, estos se redujeron en un 80%. Por otro 
lado, las concentraciones de MgSO4 y CaCl2 no fueron modificadas. A este primer medio se le 
denominó SV.1, su contenido es descrito en la Tabla 4. Con estas reformas se analizó el crecimiento 
de las cepas seleccionadas y la solubilidad los metal(oid)es utilizados. Como se puede ver en la 
Figura 1, tanto S. sciuri, A. schindleri y E. coli lograron llegar a fase estacionaria luego de 12 horas 
de cultivo, describiendo una DO600 ≈ 0,15 como máximo. Se realizó un cultivo en condiciones 
anaeróbicas y no se observó crecimiento luego de 24 h de cultivo (Datos no mostrados).  Como se 
observa en la Figura 2, cada metal independiente lograba mantenerse soluble pero no así la mezcla, 
produciéndose un precipitado verde azulado. Debido al lento crecimiento obtenido y la 
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precipitación de la mezcla, se busca adicionar nutrientes al medio para mejorar el crecimiento y la 
solubilidad de la mezcla.  
 
Tabla 4. Composición del medio SV.1.  
 
En este sentido, al medio SV.1 se le adicionó nitrato de potasio (KNO3), medio denominado SV.2; 
su contenido es descrito en la Tabla 5. Como se puede observar en la Figura 3, las tres cepas 
analizadas presentan una fase exponencial alargada que se extiende más allá de las 20 horas de 
crecimiento, describiendo una DO600 ≈ 0,2 como máximo. Se realizó un cultivo en condiciones 
anaeróbicas utilizando esta versión y no se observó crecimiento luego de 24 h de cultivo (Datos no 
mostrados). Respecto a los metales, al igual que con el medio SV.1, se puede observar que cada 
metal independiente mantiene su solubilidad (Figura 4 A), pero la mezcla de metal(oid)es genera 












Figura 1. Curva de crecimiento de las cepas 2 (PR1) y cepa 5 (RP4) utilizando el medio mínimo SV.1. 
La curva se realizó durante 18 h, a 37 ºC con agitación constante. Se utiliza como comparación E. coli. Cada 
punto corresponde al promedio de tres ensayos independientes graficados con su respectiva desviación 
estándar. 





















Figura 2. Medio SV.1 frente a distintos metale(oid)es A. 1) Medio SV.1 con 3666,4 µg/mL de CdCl2   2) 
Medio SV.1 con 3990,25 µg/mL de CuSO4 3) Medio SV.1 con 4000 µg/mL de K2TeO3 4) Medio SV.1 con 
12991 µg/mL de NaAsO2. B. Mezcla de los distintos metales(oid)es mencionados en medio SV.1, según las 
















Figura 3. Curva de crecimiento de las cepas 2 (PR1) y cepa 5 (RP4) utilizando el medio mínimo SV.2. 
La curva se realizó durante 18 horas, a 37 ºC con agitación constante. Se utiliza como comparación E. coli. 
Cada punto corresponde al promedio de tres ensayos independientes graficados con su respectiva desviación 
estándar. 




















Figura 4. Medio SV.2 frente a distintos metal(oid)es. A. 1) Medio SV.2 con 3666,4 µg/mL de CdCl2   2) 
Medio SV.2 con 3990,25 µg/mL de CuSO4 3) Medio SV.2 con 4000 µg/mL de K2TeO3 4) Medio SV.2 con 
12991 µg/mL de NaAsO2. B. Mezcla de los distintos metales(oid)es mencionados en medio SV.2, según las 
siguientes concentraciones: 1041 µg/mL CuSO4, 200 µg/mL de CdCl2, 250 µg/mL de K2TeO3 y 3246 µg/mL 
de NaAsO2. 
 
Considerando el crecimiento de las cepas en el medio SV.2, se hizo una modificación 
suplementando el medio con casamino ácidos, esta versión es denominada SV.3 y su contenido es 
detallado en la Tabla 6. Por lo tanto, como se puede observar en la Figura 5 A, el crecimiento 
aeróbico de las tres cepas analizadas mejora respecto de las versiones anteriores de SV, a excepción 
de S. sciuri que mantiene una fase exponencial alargada, pero con un DO600 mucho mayor a los 
ensayos anteriores. Se puede concluir, que la adición de casamino ácidos mejora el crecimiento, lo 
cual sólo aplica a A. schindleri y E. coli, mientras que S. sciuri disminuye su tasa de crecimiento 
respecto a SV.1 y SV.2 en condiciones aeróbicas (Anexo 1). Además, se observa en la curva de 
crecimiento anaeróbica (Figura 5 B) para las tres cepas donde S. sciuri muestra una fase de latencia 
más larga, pero con un peack de crecimiento que la sitúa en un mayor DO600 respecto a las otras 
cepas. A. schindleri por otro lado llega rápidamente a la fase estacionaria e incluso luego de las 12 
horas de cultivo se puede observar un leve decaimiento en el crecimiento. Adicionalmente, se 
observa una mejora sustancial en la tasa de crecimiento de las tres cepas en condiciones anaeróbicas 
(Anexo 1). Independiente de la cepa 2 en condiciones aeróbicas, se aceptó este medio como el 
definitivo para ser usado en los siguientes experimentos. Del mismo modo que con los otros 
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medios, se analizó el comportamiento del medio versus concentraciones correspondientes al MIC 
visto en LB (Figura 6 A) y la mezcla de metales (Figura 6 B). 
 






























Figura 5. Curva de crecimiento de las cepas 2 (PR1) y cepa 5 (RP4) utilizando el medio mínimo SV.3. 
La curva se realizó durante 18 horas, a 37 ºC con agitación constante. Se utiliza como comparación E. coli. 
A. Curva de crecimiento aeróbica. B. Curva de crecimiento anaeróbica. Cada punto corresponde al promedio 
de tres ensayos independientes graficados con su respectiva desviación estándar. 
 






















































Figura 6. Medio SV.3 frente a distintos metal(oid)es A. 1) Medio SV.3 con 200 µg/mL de CdCl2   2) 
Medio SV.3 con 1041 µg/mL de CuSO4 3) Medio SV.3 con 250 µg/mL de K2TeO3 4) Medio SV.3 con 3246 
µg/mL de NaAsO2. B. Mezcla de los distintos metales(oid)es mencionados en medio SV.1, según las 
siguientes concentraciones: 1041 µg/mL CuSO4, 200 µg/mL de CdCl2, 250 µg/mL de K2TeO3 y 3246 µg/mL 
de NaAsO2. 
 
Como se observa en la Figura 6, el medio SV.3 es capaz de mantener solubles los metales en 
concentraciones iguales a la MIC de cada uno. Se observó, que el cadmio precipitaba a medida que 
aumentaba la concentración de éste, por lo que para los estudios posteriores se trabajó con valores 
no superiores a la MIC del mencionado metal. La Figura 6 B exhibe una estable relación entre los 
cuatro metal(oid)es, interacción inviable tanto en LB como en las versiones anteriores del medio 
SV.3.  
En la Tabla 7, modificada (Neidhardt et al., 1974),  se comparan los distintos medios de cultivo 
probados previo a la formulación del medio SV.3, esto con el fin de señalar las notables diferencias 
entre cada uno, especialmente las concentraciones de fosfatos del M9 y NaCl del LB (Sambrook, 
J., E. F. Fritsch, 1989).  
Con el medio de cultivo definido, se procede a determinar nuevamente las concentraciones 
mínimas inhibitorias (µg/mL) para cada metal(oid)e tanto en condiciones aeróbicas como 
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anaeróbicas (Tabla 8). Se observa que en SV.3 disminuye la MIC para K2TeO3, NaAsO2 y CuSO4, 
siendo cadmio el único metal que mantiene su MIC para ambas condiciones, tanto en LB como en 
SV.3.  













*Casamino ácidos 1 %, Triptona 10 g/L, Extracto de levadura 5%  
**(NH4)6(MO7)24 3x10-6 mM; H3BO3 4x10-4 mM; CoCl2 3x10-6 mM; CuSO4 10-5 mM; MnCl2 8x10-5 mM; 
ZnSO4 10-5 mM. 




 Concentración en el medio (mM) 
Componente M9 MOPS LB SV.3 
Na2HPO4-7H2O 238 - - - 
KH2PO4 110,2 - - 3,64 
K2HPO4 - 1,32 - - 
NH4Cl 91,75 9,52 - 18,69 
KNO3 - - - 9,89 
MgSO4 1 - - 1 
MgCl2 - 0,523 - - 
K2SO4 - 0,276 - - 
FeSO4 - 0,01 - - 
CaCl2 0,1 0,0005 - 0,1 
NaCl 42,8 50 171,2 8,56 
MOPS - 40 - - 
Tricina - 4 - - 
Casamino ácidos  -  * 
Triptona - - * - 
Extracto de levadura - - * - 




Estandarización de métodos colorimétricos para cuantificar metales  
Para poder llevar a cabo la cuantificación de los metal(oid)es en los cultivos, luego de realizar el 
proceso de remoción de estos independientemente, se trató de estandarizar cuatro técnicas 
colorimétricas, sin embargo solo se logró implementar para dos de estos tóxicos.  
Para el caso de cobre, este se cuantificó a través de la técnica de batocuproína disulfonato. En la 











Figura 7. Curva de calibración para cobre. Curva de calibración para la técnica de cuantificación de 
cobre por batocuproína disulfonato, realizada en medio SV.3. Las desviaciones estándar corresponden al 
triplicado. R2=0,9926. 
 
El segundo método que se logró estandarizar con éxito, fue el de reducción de telurito por 
borohidruro de sodio, como se describe en la metodología. En la Figura 8, se observa la curva de 
calibración que permite un rango lineal entre 1-10 µg/mL, habiéndose observado que el rango 
puede extenderse hasta aproximadamente 200 µg/mL, aunque no es recomendable debido a que la 
técnica pierde linealidad a altas concentraciones. 
Para la cuantificación de arsénico se pretendió estandarizar un método basado en la bromación de 
rojo de metilo (Pandurangappa y Kumar, 2012), dicho método permitiría detectar concentraciones 
en un rango lineal de 0,05-0,025 µg/mL. No fue posible su estandarización, por lo que las 
cuantificaciones de arsénico fueron llevadas a cabo mediante espectrometría de absorción atómica, 
como describe la metodología. En la Figura 3 se muestra la curva de calibración utilizada para esta 
técnica.  


































Figura 8. Curva de calibración para telurito. Curva de calibración para la técnica de cuantificación de 
telurito por reducción con borohidruro de sodio, realizada en medio SV.3. Las desviaciones estándar 
corresponden al triplicado. R2=0,9900. 
 
Para la determinación de cadmio se propuso el método de ditizona (Jankiewicz et al., 2000), que 
permitiría la detección de cadmio en un rango lineal entre 1-6 µg/mL. No fue posible su 
estandarización, por lo que las cuantificaciones de cadmio fueron llevadas a cabo mediante 
espectrometría de absorción atómica, como describe la metodología. En la Figura 9 se muestra la 















































Figura 9. Curva de calibración para arsénico. Curva de calibración para la técnica de cuantificación de 
arsénico por espectrometría de absorción atómica, realizada en medio SV.3. Las desviaciones estándar 

















Figura 10. Curva de calibración para cadmio. Curva de calibración para la técnica de cuantificación de 
cadmio por espectrometría de absorción atómica, realizada en medio SV.3. Las desviaciones estándar 










































Cuantificación de la remoción de arsenito, telurito, cobre y cadmio usando bacterias 
independientes y/o mezcla. 
Para la remoción de cobre (Figura 11 A), el medio fue suplementado con 260 g/mL de CuSO4, 
concentración que corresponde a la mitad de la MIC en el medio SV.3. Este valor se seleccionó ya 
que se observó que la cepa no crecía en valores cercanos a la MIC, 10-20% menos (Datos no 
mostrados), por lo que para asegurar el crecimiento de la cepa se utiliza la concentración 
mencionada. En este sentido, se observa que S. sciuri (Cepa 2) logra una remoción no superior al 
20% tanto en condiciones aeróbicas como anaeróbicas. Para A. schindleri (Cepa 5), no se observa 
una variación significativa en las concentraciones de cobre, comparado con el control y tampoco 
entre condiciones experimentales. Para la mezcla de ambas cepas (Mix 2+5) se observa que 
aeróbicamente no hay cambios significativos en la remoción, pero sí en condiciones anaeróbicas. 
Asimismo, se observó que no hay una diferencia significativa en el crecimiento de las cepas 
independientes, por lo que no puede asociarse el crecimiento a un efecto de remoción (Figura 11 
B). Para la mezcla se observa una predominancia de A. schindleri en condiciones aeróbicas (Figura 
11 C), proporción que cambia en condiciones anaeróbicas, observándose la presencia de S. sciuri 
(Figura 11 D).  
Para la remoción de telurito (Figura 12 A), el medio fue suplementado con 62,5 g/mL de K2TeO3 
para los ensayos aeróbicos, concentración que corresponde a ¼ de la MIC de A.schindleri y 125 
g/mL de K2TeO3 para los ensayos anaeróbicos, concentración que corresponde al ¼ de la MIC, 
tanto de las cepas independientes como de la mezcla.  Esto considerando la alta toxicidad ejercida 
por el oxianión, de esta forma se asegura el crecimiento de ambas cepas y a mezcla. Por lo que, 
para los ensayos, se observa que S. sciuri logró un 20% de remoción en condiciones aeróbicas y 
hasta un 60% en condiciones anaeróbicas. Por otro lado, A. schindleri logró un 50% de remoción 
aeróbicamente y en condiciones anaeróbicas, aproximadamente un 70%. En la mezcla de ambas 
cepas, la remoción aeróbica alcanzó escasamente un 30%, a diferencia de la condición anaeróbica, 
donde llegó incluso al 80% de remoción del metaloide en el medio. Si observamos el crecimiento 
de los cultivos, se indica un mayor crecimiento en condiciones anaeróbicas para los cultivos 
independientes (Figura 12 B). En el caso de la mezcla, para condiciones aeróbicas es marcada la 
predominancia de A. schindleri, mientras que anaeróbicamente S. sciuri comparte el cultivo, en 
menor proporción (Figura 12 C y D).  
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La Figura 13 A muestra la remoción de arsenito, donde se suplementó el medio con 811 g/mL de 
NaAsO2 para condiciones aeróbicas, concentración igual a la MIC de S. sciuri y la mitad de A. 
schindleri. Se utiliza este valor, ya que se observa un crecimiento sin mayores inconvenientes en 
S. sciuri (Datos no mostrados) por lo que se pretende utilizar la mayor concentración posible y para 
A. schindleri se observa que a esta concentración es la mitad de la MIC por lo que su crecimiento 
tampoco se ve afectado. Para los ensayos anaeróbicos, se suplementa el medio con 405,8 g/mL 
de NaAsO2. Se observa que al utilizar el valor igual a la MIC o cercanos a este, 10-20% menos, los 
cultivos crecen más lento (Datos no mostrados). Por lo que se utiliza la mitad de la MIC para cepas 
independientes y para la mezcla este valor corresponde a ¼ la MIC.  
En los ensayos, se observa que S. sciuri logró un 20% de remoción en ambas condiciones 
ambientales, mientras que A. schindleri logró un 30% en ambas condiciones. Siendo no 
significativas las diferencias en ausencia o presencia de oxígeno. Por otro lado, la remoción llevada 
a cabo por la mezcla, muestra que en condiciones aeróbicas se logró un 20% y en condiciones 
anaeróbicas un 30%. Según la Figura 13 B, hay una diferencia significativa en el crecimiento de A. 
schindleri en condiciones anaeróbicas. Para S. sciuri no hay diferencias significativas según las 
condiciones experimentales. En ambas cepas, no se puede asociar el crecimiento a un efecto de 
remoción. Como se observa, en el uso de la mezcla (2+5) para la remoción de arsenito, la remoción 
aeróbica fue similar a la remoción asociada a S. sciuri (Cepa 2), lo que se apoya en la Figura 13 C, 
donde se ve una prevalencia de esta cepa en el cultivo. Por otro lado, la remoción anaeróbica mostró 
un comportamiento más acorde al de A. schindleri, aunque en el análisis de la Figura 13 D esta 
cepa corresponde al 50% del cultivo. 
En el caso de la remoción de cadmio, el medio fue suplementado con 50 g/mL de CdCl2 tanto 
para condiciones aeróbicas como anaeróbicas, esta concentración corresponde a ¼ de la MIC para 
ambas condiciones experimentales, ya que, al tratar las cepas con valores iguales o menores a la 
MIC, 10-20% menos, estas no crecían (Datos no mostrados). Por lo que se utiliza ¼ de la MIC para 
asegurar el crecimiento de las cepas y la mezcla.  
En los ensayos de remoción (Figura 14 A), los datos son no concluyentes por lo que la remoción 
de este metal no se puede determinar. En los ensayos de crecimiento (B, C y D) se observa un 






























Figura 11. Remoción de cobre.  Cultivos de Staphylococcus sciuri (Cepa 2) y Acinetobacter schindleri 
(Cepa 5) con 260 µg/mL de CuSO4 en medio SV.3 a 37 ºC durante 24 h, tanto en condiciones aeróbicas 
como anaeróbicas. A) Porcentaje remanente de cobre en cultivos utilizando cepas individuales y la mezcla 
de ambas cepas. El control corresponde únicamente al medio SV.3 con la concentración correspondiente de 
cobre bajo las mismas condiciones de cultivo. B) UFC/mL de los cultivos de cepas independientes en ambas 
condiciones ambientales. C y D) UFC/mL de los cultivos con la mezcla de las cepas en condiciones 
aeróbicas y anaeróbicas respectivamente, se gráfica en porcentaje la prevalencia de las cepas 
correspondientes en el cultivo. Las barras representan el promedio de 3 ensayos independientes ± la 
desviación estándar. *, indica diferencia estadísticamente significativa (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001) 







































































































Figura 12. Remoción de telurito.  Cultivos de Staphylococcus sciuri (Cepa 2) y Acinetobacter schindleri 
(Cepa 5) con 62,5 µg/mL de K2TeO3 aeróbicamente y 125 µg/mL anaeróbicamente en medio SV.3 a 37 ºC 
durante 24 h. A) Porcentaje remanente de telurito en cultivos utilizando cepas individuales y la mezcla de 
ambas cepas. El control corresponde únicamente al medio SV.3 con la concentración correspondiente de 
telurito bajo las mismas condiciones de cultivo. B) UFC/mL de los cultivos de cepas independientes en 
ambas condiciones ambientales. C y D) UFC/mL de los cultivos con la mezcla de las cepas en condiciones 
aeróbicas y anaeróbicas respectivamente, se gráfica en porcentaje la prevalencia de las cepas 
correspondientes en el cultivo. Las barras representan el promedio de 3 ensayos independientes ± la 
desviación estándar. *, indica diferencia estadísticamente significativa (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001) 






































































































Figura 13. Remoción de arsenito.  Cultivos de Staphylococcus sciuri (Cepa 2) y Acinetobacter schindleri 
(Cepa 5) con 811 µg/mL de NaAsO2 aeróbicamente y 405,8 µg/mL anaeróbicamente en medio SV.3 a 37 
ºC durante 24 h. A) Porcentaje remanente de arsenito en cultivos utilizando cepas individuales y la mezcla 
de ambas cepas. El control corresponde únicamente al medio SV.3 con la concentración correspondiente de 
arsenito bajo las mismas condiciones de cultivo. B) UFC/mL de los cultivos de cepas independientes en 
ambas condiciones ambientales. C y D) UFC/mL de los cultivos con la mezcla de las cepas en condiciones 
aeróbicas y anaeróbicas respectivamente, se gráfica en porcentaje la prevalencia de las cepas 
correspondientes en el cultivo. Las barras representan el promedio de 3 ensayos independientes ± la 
desviación estándar. *, indica diferencia estadísticamente significativa (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001) 














































































































Figura 14. Remoción de cadmio.  Cultivos de Staphylococcus sciuri (Cepa 2) y Acinetobacter schindleri 
(Cepa 5) con 50 µg/mL de CdCl2 para ambas condiciones ambientales en medio SV.3 a 37 ºC durante 24 
h. A) Porcentaje remanente de cadmio en cultivos utilizando cepas individuales y la mezcla de ambas cepas. 
El control corresponde únicamente al medio SV.3 con la concentración correspondiente de cadmio bajo las 
mismas condiciones de cultivo. B) UFC/mL de los cultivos de cepas independientes en ambas condiciones 
ambientales. C y D) UFC/mL de los cultivos con la mezcla de las cepas en condiciones aeróbicas y 
anaeróbicas respectivamente, se gráfica en porcentaje la prevalencia de las cepas correspondientes en el 
cultivo. Las barras representan el promedio de 3 ensayos independientes ± la desviación estándar. *, indica 















































































Tabla 9. Datos de cuantificación de cadmio. 
 
Cuantificación de la remoción en escala de biorreactor considerando lo obtenido en 2.1.   
Considerando los resultados obtenidos en el objetivo anterior, se seleccionó la cepa con la mayor 
capacidad de remoción y el metal(oid)e con mayor proyección en este sentido. Se seleccionó A. 
schindleri, el cual logró remover hasta un 80% de telurito, por esta razón para el escalamiento en 
biorreactor se utilizó esta cepa para analizar la remoción de telurito.  
Se realizó un cultivo de A. schindleri en biorreactor con un volumen final de 1 L (n=1) en presencia 
de 62,5 µg/mL de K2TeO3. Como se observa en la Figura 15 B, en las condiciones experimentales 
no hubo grandes variaciones en el pH del cultivo, observándose una leve disminución al momento 
de la inoculación. Para el caso de la temperatura, al inicio del cultivo esta fue de 37 ºC, la cual se 
mantuvo mediante el uso de un manto calefactor (Figura 15 D). El oxígeno disuelto (OD), al inicio 
fue de 129%, luego de la inoculación su valor fluctúo entre 127-128% manteniéndose durante el 
resto del cultivo (Figura 15 C). El crecimiento se midió espectrofotométricamente a 600 nm (Figura 
15 A), donde se observa que este se mantuvo en DO600 ≈ 0,001 desde la inoculación hasta el final 
del cultivo.  
Otros ensayos fueron realizados a 24 h con las mismas condiciones de cultivo para verificar el 
crecimiento, además de la remoción de telurito, pero este se mantuvo según los parámetros 
descritos anteriormente, por lo que no fue posible determinar remoción del metaloide por la cepa 










Figura 15. Parámetros del cultivo de A. schindleri en biorreactor. Cultivo en biorreactor, un 
inóculo de 200 mL de A. schindleri en DO600 ≈ 0,25 se agregó a 800 mL de medio SV.3 fresco. El 
cultivo se llevó a cabo por 24 h a 37 ºC, agitación constante de 140 rpm. A) Crecimiento del cultivo 
en densidad óptica de 600 nm. B) Variación de pH del cultivo en biorreactor. C) Variación del 
oxígeno disuelto presente en el cultivo, medido en porcentaje respecto a saturación del ambiente 
mantenido por agitación. D) Temperatura del cultivo a través del tiempo. Todas las mediciones 
fueron realizadas cada 30 min hasta las 5,5 h de cultivo. El tiempo 0 corresponde al inicio del 
cultivo. Cada punto corresponde al promedio de tres mediciones independientes con su respectiva 







La baja calidad de los ecosistemas acuáticos debido al alto grado de contaminación, es una realidad 
a la que se enfrenta la sociedad actual, aumentando la preocupación debido al impacto negativo 
que esto puede tener en la salud humana y el equilibrio natural. En el marco de una descarga y 
manejo no controlado de residuos tóxicos, la actividad humana es el principal responsable, 
liberando al medio contaminantes orgánicos e inorgánicos, como los metales pesados los cuales 
son capaces de generar un alto impacto a nivel ambiental (Alencar et al., 2017).  
Los metales pesados corresponden a elementos con alto peso atómico y alta densidad, son 
encontrados ampliamente en la industria de fertilizantes, refinerías mineras, empresas de plásticos, 
cauchos y baterías, cuyos desechos de carácter acuoso por lo general son descargados en causes de 
agua cercanos (Kaur y Sharma, 2017). En este sentido, plantas y especies microbianas al estar en 
contacto con áreas contaminadas han desarrollado altas tolerancias a metales pesados. Los 
microorganismos específicamente, han perfeccionado una variedad de estrategias para lidiar con 
altas concentraciones de metales, entre las que se encuentran: unión del tóxico a la membrana 
celular y/o pared celular, translocación del metal al interior de la célula, procesos de transformación 
incluyendo precipitación y volatilización. Estos fenómenos de resistencia son los que nos permiten 
desarrollar estrategias de biorremediación para diversos compuestos tóxicos (Crawford y 
Crawford, 2005). Como respuesta al creciente uso de microorganismos para remediar aguas 
contaminadas, el objetivo de esta Tesis fue analizar la remoción de metal(oid)es específicamente 
telurito, arsenito, cadmio y cobre, por bacterias ambientales resistentes a dichos tóxicos, analizando 
la implicancia de la presencia o ausencia de oxígeno en dicho proceso. 
 
Determinación de la resistencia a metal(oid)es en condiciones aeróbicas y anaeróbicas 
Inicialmente, se realizó el estudio de resistencia basado en la concentración mínima inhibitoria 
(MIC) para 11 cepas ambientales disponibles en el laboratorio, aisladas desde distintas zonas 
geográficas, sin embargo, estas no necesariamente están en contacto con altas concentraciones de 
metales pesados (Tabla 3).  
La resistencia a metal(oid)es fue determinada -en medio LB- en condiciones aeróbicas y 
anaeróbicas. Se puede observar que en comparación a E. coli la mayoría de los aislados ambientales 
resiste altas concentraciones, a excepción de arsenito, donde E. coli resiste hasta el doble de las 
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cepas más resistentes en condiciones anaeróbicas, condición en la que se ha descrito una mayor 
resistencia debido a la ausencia de oxígeno y por lo tanto ausencia de ROS que puedan provocar 
daño a la célula, además de poder ser usados en el metabolismo disimilatorio (Bothast y Saha, 
1997; Taylor y Francis Group, 2017). En este sentido, se ha observado la presencia de distintos 
genes asociados a la resistencia a arsenito, específicamente en la cepa de E. coli utilizada 
(BW25113) se encontró arsR, arsB y arsC, descritos en el Anexo 6 (Grenier and Matteau, 2014). 
Debido a la alta resistencia en anaerobiosis, se piensa que estos genes podrían estar ayudando, 
sumado a la ausencia de especies reactivas de oxígeno. Adicionalmente, se sabe que en condiciones 
anaeróbicas se promueve la presencia de la especie arsenito (As+3) (Oremland and Stolz, 2003), 
donde se hipotetiza que al entrar al entrar a la célula podría sufrir algún cambio redox permitiendo 
su oxidación, donde la activación del gen arsC permitiría la utilización de esta especie (arseniato), 
para la generación de energía. Al mismo tiempo, la utilización de arsB, una bomba de expulsión 
específica para arsenito.  
Considerando lo anterior y lo descrito en los resultados, se seleccionan las bacterias la S. sciuri 
(Cepa 2) y A. schindleri (Cepa 5). Ambas correspondientes a muestras ambientales provenientes 
de Bolivia, específicamente de un área intrahospitalaria.  En este sentido, se ha observado la 
relación existente entre la resistencia a antibióticos y la multiresistencia a metal(oid)es (Koc et al., 
2013; Seiler and Berendonk, 2012). Por lo que no es extraño que estas bacterias tengan tales 
características y alta resistencia a metal(oid)es.  
Para las cepas seleccionadas, se procedió a analizar sus resistencias a los cuatro metal(oid)es 
utilizando el medio formulado SV.3, comparándose con los valores obtenidos en LB (Tabla 8). Se 
observa que en SV.3 hay una disminución de la resistencia respecto a LB, estos resultados pueden 
estar asociado a los escases de recursos necesarios para lograr una respuesta de resistencia 
adecuada. Se ha descrito anteriormente, que en condiciones de nutrición limitantes se ve alterado 
el crecimiento microbiano (Bren et al., 2013; Esteve-Núñez et al., 2005). El mismo fenómeno se 
puede observar al comparar los crecimientos en medio SV.1 y SV.2 (Figura 5 y 7), donde el 
crecimiento en el primer medio, en densidad óptica, no supera un máximo de DO600 ≈ 0,15. 
Mientras que, en el segundo medio, el crecimiento llega a un máximo de DO600 ≈ 0,2, aumento 
asociado a la adición de un nuevo nutriente (KNO3) al medio nuevo formulado. En el mismo 
sentido, se observa un aumento en el crecimiento con la adición de casamino ácidos llegando a 
DO600 ≈ 0,5, tanto aeróbica como anaeróbicamente (Figura 9).  Asimismo, el medio SV.3 es un 
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medio mínimo comparado con LB, por lo tanto, se hipotetiza que la disminución en la resistencia 
vendría dada por una menor presencia de nutrientes, los cuales serían utilizados en primera 
instancia para crecimiento y en segundo lugar para los mecanismos asociados a la resistencia de 
metal(oid)es. 
Se analizó la resistencia de las cepas 2 y 5 y la mezcla de estas (Mix 2+5) frente a la mezcla de 
metal(oid)es, obteniéndose resultados insatisfactorios al no lograr determinar una MIC en ninguno 
de los casos (Datos no mostrados). Esto como consecuencia de la alta toxicidad de la mezcla, 
generada incluso en bajas concentraciones. Debido a esto, los ensayos de remoción solo se llevaron 
a cabo utilizando metal(oid)es de manera independiente.  
 
Formulación del medio SV.3  
Uno de los primeros desafíos para lograr trabajar en la remoción de metales pesados, era lograr una 
mezcla homogénea de éstos en un medio de cultivo, con tal de lograr crecimiento y la posterior 
remoción deseada. Se observó que la mezcla de los metal(oid)es trabajados era altamente insoluble 
en el primer medio utilizado (LB), medio rico no definido. Si bien el medio era capaz de mantener 
la solubilidad de altas concentraciones de metal(oid)es independientemente, no así en la mezcla 
(Datos no mostrados). Debido a esto se procede a utilizar el medio M9, cuya composición definida 
podría mejorar los resultados de las interacciones entre metales. A pesar del cambio, se mantenía 
la precipitación de la mezcla y la precipitación de cadmio como metal independiente. Tomando 
esto en consideración se ha observado que la interacción de Cd+2 con grupos como fosfatos y 
carbonatos promueven la insolubilización del metal, por lo que ha sido utilizada la adición de 
fosfatos para la inmovilización del metal desde sitios contaminados (Bolan et al., 2003; Kim et al., 
2015). Debido a esto fue necesario reformular la composición del medio M9, como se ve en la 
Tabla 7. Considerando el crecimiento de las cepas en SV.1 en la Figura 5, podemos ver un lento 
crecimiento, asociado a la escases de nutrientes como se observó anteriormente (Bren et al., 2013; 
Esteve-Núñez et al., 2005). Se analizó igualmente el crecimiento anaeróbico con este medio, no 
observándose crecimiento durante las 24 horas del cultivo (Datos no mostrados). Como se observa 
en la Figura 6, cada metal independiente lograba mantener su solubilidad, pero no así la mezcla, 
produciéndose un precipitado verde azulado. Dicho precipitado podría corresponder a la mezcla 
entre CuSO4 y NaAsO2,  conocida como arsenito de cobre o popularmente descrita como Scheele’s 
Green (Bartrip, 1994; Cullen y Reimer, 1989; Lo-Coco et al., 1977; O’Day, 2006). Por lo tanto, el 
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segundo paso fue mejorar el crecimiento mediante la adición de un nuevo nutriente. Se añadió 
KNO3, fuente de nitrógeno adicional a NH4Cl, la cual ha sido descrita en otros medios de cultivo 
para las cepas de Staphylococcus (Pogaku et al., 2010) y Acinetobacter (Grehn y Von Graevenitz, 
1978). Además se ha descrito que la adición de nitrato al medio es capaz de optimizar los procesos 
de biorremediación (Wong et al., 2002; Yusof et al., 2010). Por último, considerando que las 
remoción de metales se hará igualmente en condiciones anaeróbicas se ha observado que tanto para 
bacterias anaerobias facultativas como anaerobias estrictas la adición de nitrato en forma de KNO3 
mejora el crecimiento debido a que este funciona como aceptor final de electrones (Bossert y 
Young, 1986; Vidal y Vidal, 1980). Como se puede observar en la Figura 7, las tres cepas 
analizadas presentan una fase exponencial alargada que se extiende más allá de las 20 horas de 
crecimiento. Anaeróbicamente, no se observó crecimiento dentro de las 24 h de cultivo (Datos no 
mostrados). Respecto a los metales, al igual que con el medio SV.1, se puede observar que cada 
metal independiente mantiene su solubilidad, pero la mezcla de metal(oid)es genera el precipitado 
ya mencionado Scheele`s Green. 
Considerando este lento crecimiento y la alta presencia de componentes inorgánicos en el medio, 
se propuso la adición de casamino ácidos. Descrito como un hidrolizado de caseína refinado, con 
baja concentración de NaCl. Contiene además nitrógeno inorgánico y aminoácidos a excepción de 
triptófano, trazas de fosfato, azufre y micronutrientes como aluminio, boro, cobalto, manganeso y 
zinc (Mueller y Johnson, 1941; Nolan, 1971; Nolan y Nolan, 1972; Owens y Keddie, 1969). Siendo 
un componente ampliamente utilizado en microbiología. En los últimos años también se ha 
observado que puede mejorar procesos de biorremediación de metales pesados (Park et al., 2011).  
Como se observa en las figura 9 A y B, se describe un mejor crecimiento respecto a las otras 
versiones del medio, tanto aeróbica como anaeróbicamente, considerando esto, se ha visto en 
literatura que la adición de casamino ácidos mejora el crecimiento (Aly et al., 2017; Gehring et al., 
2014). En el caso del cobre, en la Figura 10 A (tubo 2) y 10 B, se observa una coloración azul 
intensa, mucho más que en los otros medios (SV.1 y SV.2). Una posible explicación a este 
fenómeno vendría dado por la interacción de la solución de CuSO4 con aminas presentes en el 
medio, formándose un complejo conocido como tetramina de sulfato de cobre, el cual es soluble y 
posee una coloración azul intenso (Barrett y Mounir A. Malati, 1998; Fajans, 1951). Dicho 
fenómeno no repercute en la resistencia de las bacterias al metal, aunque se desconoce su efecto 
sobre la remoción del cobre.  
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Por lo tanto, si analizamos la composición final del medio SV.3 y la comparamos con otros medios 
como el M9, MOPS y LB (Tabla 8), podemos ver claras diferencias en la concentración de las 
sales. Primero, se eliminó una fuente de fosfato (Na2HPO4-7H2O) y se disminuye en un 96,6% el 
KH2PO4 del medio. En cuanto al nitrógeno en forma de NH4Cl, se redujo un 79,6% en relación al 
M9 y se aumentó un 50% en relación a medio MOPS. La concentración de CaCl2 no se modifica 
siendo igual a la de M9 y en comparación al medio MOPS es 99% más abundante. En cuanto a 
NaCl, podemos observar una disminución del 80% en comparación a M9 y 82,8% en comparación 
a MOPS, si comparamos la concentración en SV.3 de esta sal con su concentración en LB se 
observa una diferencia de un de 95% menos en SV.3. Finalmente, el medio SV.3 destaca su 
funcionalidad al mantener los metal(oid)es solubles para ensayos de remoción y permite el 
crecimiento de las cepas utilizadas, por lo cual fue seleccionado para realizar todos los procesos de 
remoción.  
 
Estandarización de métodos para la cuantificación de arsenito, cobre, telurito y cadmio.  
Una de las grandes dificultades que conlleva el trabajo con metal(oid)es es su correcta 
cuantificación, es decir, conocer la concentración real a la cual se trabaja, esto debido a su alta 
toxicidad, tanto para las bacterias como para los humanos. Según la Norma Chilena  Nº 1.333/78 
que habla sobre los estándares para aguas de regadío, la concentración permitida de cobre es de 
0,20 mg/L (Comisión Nacional del Medio Ambiente, 2001) y según la Norma Chilena 409.01/84 
que habla de estándares para agua potable, la concentración permitida de cobre es de 1 mg/L 
(Instituto Nacional de Normalización, 1984). Considerando esto y las concentraciones que son 
capaces de tolerar las bacterias analizadas, se buscó un método que fuera capaz de detectar estas 
concentraciones. Es así que, el método de cuantificación por batocuproína elegido ha sido utilizado 
en diversas publicaciones científicas (Rapisarda et al., 1999; Volentini et al., 2011) y libros 
especializados (APHA/AWWA/WEF, 2012; Cioffi et al., 2012; Culotta y Scott, 2013). En esta 
técnica, los iones de Cu+2 son llevados a estado Cu+, los cuales forman un complejo especifico 2:1 
con batocuproína disulfonato, este complejo adopta una coloración marrón dorada cuya absorción 
molar es de 13.500 L*mol*cm-1 a 480 nm (Rapisarda et al., 2002). Como se observa en la Figura 
1, la curva obtenida muestra una pendiente con un R2= 0,9926 lo que indica su correcta linealidad 
dentro del rango, el cual fue exitosamente reproducido de la metodología citada, aún más 
 
47 
considerando la modificación realizada al protocolo en el cual se redujo el volumen de trabajo a 1 
mL final, siendo inicialmente 50 mL según lo descrito en la metodología original.  
Para la cuantificación de teluro, se estandarizó la metodología basada en la reducción de TeO3
-2 
por NaBH4, lo que forma un precipitado negro, siendo este el telurio elemental, posible de medir 
espectrofotométricamente a 500 nm manteniendo un rango lineal entre 1-200 µg/mL (Molina et 
al., 2010). La eficacia, sencillez y reproducibilidad de la técnica la enmarca por sobre otras 
metodologías descritas como la espectrometría de fluorescencia atómica con un rango lineal de 
detección de 2-100 µg/L (Viñas et al., 2005). Asimismo técnicas como espectrometría de absorción 
atómica con un rango 0-2 µg/mL (Ollivier et al., 2008) no serían convenientes por el acotado rango 
de detección que permitiría muestras con concentraciones mucho menores a las descritas en la 
Tabla 1. También encontramos la utilización de técnicas como cromatografía iónica asociada a un 
espectrómetro de masa acoplado a un inductor de plasma (IC-ICP-MS) descrito para la detección 
de selenio y telurio en muestras biológicas, con un rango de detección para telurio de 0,01-0,08 
ng/mL (Kuo y Jiang, 2008), nuevamente el rango es muy acotado y muy inferior a las 
concentraciones trabajadas en nuestra investigación. Como se aprecia en la Figura 2, la curva 
obtenida presenta un R2= 0,9900, lo cual mejora respecto a lo obtenido en M9 según la descripción 
original del método donde se obtiene un R2= 0,9740 (Molina et al., 2010), considerando que el 
medio SV.3 es también un medio mínimo, además es comparable debido a que se utiliza el mismo 
rango de concentración 1-10 µg/mL.  
Para la cuantificación de arsénico inicialmente se propuso una metodología basada en 
espectrofotometría UV/VIS (Pandurangappa y Kumar, 2012), la cual no pudo ser replicada. Dicha 
clase de metodología es recurrente de encontrar en varias publicaciones intentando dar una solución 
simple al problema de la cuantificación de arsénico y sus especies, basadas en reacciones 
colorimétricas y cuantificaciones indirectas de dicho metal (Kundu et al., 2002; Narayana et al., 
2006). No obstante las metodologías asociadas a dispositivos tecnológicos están más distribuidas 
y logran resultados altamente reproducibles, como lo es la espectrometría de absorción atómica 
(AAS) (Monteiro Bramante et al., 2008), ICP MS/OES (Gómez-Ariza et al., 2000; Inoue et al., 
1999; Kirby y Maher, 2002) y espectrometría de absorción de fluorescencia (AFS) (Gómez-Ariza 
et al., 2000). Dichas metodologías permitirían asimismo analizar muestras dentro del  límite 
máximo permitido de arsénico en aguas de regadío que es 0,1 mg/L (Comisión Nacional del Medio 
Ambiente, 2001) y 0,05 mg/L para agua potable (Instituto Nacional de Normalización, 1984). 
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Como se puede observar en la Figura 3, la curva de calibración obtenida para la cuantificación de 
arsenito, posee un R2= 0,9971 dentro del rango lineal entre 50-200 µg/mL, aunque el rango es 
mucho menor a las concentraciones utilizadas, la dilución de las muestras permitió llegar al rango 
y ser cuantificadas.  
Para cadmio se consideró, al igual que con arsénico, una metodología colorimétrica en base a 
espectrofotometría UV/VIS, la cual no logró ser estandarizada ni replicada (APHA/AWWA/WEF, 
2012; Jankiewicz et al., 2000) debido a la dificultad de tratar con solventes orgánicos, además de 
necesitar grandes volúmenes de muestra para una determinación exitosa del metal. De esta forma 
se revisaron distintas metodologías, encontrándose cuantificaciones voltimétricas (Panteli et al., 
2009), cuantificaciones mediante PIXE, capaz de determinar composición y concentración de 
metales  (Ager et al., 2002) y finalmente espectrometría de absorción atómica (AAS) (Aleluia et 
al., 2017; Nazari et al., 2017; Olmedo et al., 2010; Pozzatti et al., 2017), la cual se consideró 
reproducible y confiable para las concentraciones trabajadas. Considerando, que la concentración 
máxima permitida en la legislación chilena tanto para aguas de regadío como agua potable es de 
0,01 mg/L (Comisión Nacional del Medio Ambiente, 2001; Instituto Nacional de Normalización, 
1984). Como se muestra en la Figura 4, se logró una curva con un R2= 0,9941al cuantificar por la 
técnica AAS la cual permite trabajar dentro del rango entre 25-125 µg/mL, en este caso las 
concentraciones trabajadas no necesitaron de dilución ya que son contempladas en el rango lineal.  
Finalmente, los protocolos de cuantificación elegidos y estandarizados fueron reproducibles bajo 
nuestras condiciones de trabajo y permitieron determinar las concentraciones de los metal(oid)es 
analizados, destacando las metodologías colorimétricas por su fácil uso, sensibilidad y relación 
costo-beneficio.  
 
Cuantificación de la remoción de NaAsO2, K2TeO3, CdCl2 y CuSO4 por Staphylococcus 
sciuri y Acinetobacter schindleri.  
Para los ensayos de remoción de cobre (Figura 11 A) se observó que ningún de las dos cepas logró 
una remoción superior al 50%. Para el caso de S. sciuri, no se ha encontrado evidencia directa de 
su uso en procesos de biorremediación o remoción de metales, aunque sí su uso en investigaciones 
preliminares asociadas (Robidillo et al., 2013). Además se encuentran otras especies del género 
como lo es S. saprophyticus (Ilhan et al., 2004), donde describen la remoción de aproximadamente 
20-30% de cobre mediante la estrategia de adsorción, así también S. aureus descrito para la 
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adsorción de cromato (Wang et al., 2010). Particularmente, si analizamos el crecimiento de la cepa 
S. sciuri, podemos observar un mayor crecimiento en condiciones aeróbicas que anaeróbicas 
(Figura 11 B), lo cual puede deberse a lo observado en la Figura 9 B donde S. sciuri posee una fase 
exponencial mucho más larga que las otras cepas anaeróbicamente, sumado a la adición del tóxico 
que disminuiría mucho más la población viable para el proceso de remoción. Existe la posibilidad 
que la remoción sea dada por una adsorción del metal en la pared celular de esta bacteria Gram-
positiva, dicha estrategia es denominada biosorción, en la cual los elementos metálicos se adhieren 
a la pared celular por fuerzas de Van der Waals, enlaces covalentes, enlaces iónicos o simple 
atrapamiento (Lloyd y Lovley, 2001; Singh et al., 2009). Por otro lado, se ha descrito la existencia 
del sistema de expulsión de cobre (cop) principalmente en S. aureus (Sitthisak et al., 2007), 
pudiendo mantenerse en la cepa aquí descrita, permitiendo una homeostasis del metal, aunque esto 
no favorecería la remoción del metal(oid)de, si no la sobrevida de la bacteria.  
Para la cepa en estudio A. schindleri, se observa una remoción de no más del 5% en condiciones 
anaeróbicas, siendo no significativa frente a la remoción aeróbica. Una posible respuesta a este 
fenómeno, es la presencia de múltiples sistemas de regulación de la homeostasis de cobre descritos 
para el género Acinetobacter, como bombas de expulsión (ATPasa tipo-P), chaperonas de cobre 
(cusF) y oxidasas de cobre (PcoA)  (Irawati et al., 2016; Montes, 2012; Williams et al., 2016). 
También se observa un mayor crecimiento en condiciones anaeróbicas, asociado principalmente a 
la capacidad de esta cepa de utilizar nitrato como aceptor final de electrones (Bergogne-Bérézin y 
Towner, 1996). Del mismo modo que S. sciuri, no se ha encontrado evidencia directa del uso A. 
schindleri en procesos de biorremediación, no así otra especie ampliamente utilizada como A. 
calcoaceticus y A. baumannii (Crawford y Crawford, 2005; Shukor et al., 2010).  
Finalmente, para la remoción de cobre utilizando la mezcla de ambas bacterias, se puede observar 
que, aunque la remoción no es significativa entre condiciones, la mezcla en condiciones 
anaeróbicas si muestra significancia frente al control (Figura 11 A). Si analizamos la distribución 
de las cepas en el cultivo de la mezcla (Figura 11 C y D), podemos observar que aeróbicamente 
hay un predominio de un 99% de A. schindleri, lo que sería muy acertado ya que el resultado de 
remoción es similar al de esta misma cepa por si sola en condiciones aeróbicas. La disminución en 
la cepa de S. sciuri puede deberse a una competencia por los limitados nutrientes y la adición del 
tóxico. Anaeróbicamente, podemos ver una distribución porcentual 40-60 aproximadamente entre 
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ambas cepas, debido a la utilización del nitrato por parte de A. schindleri lo cual podría dejar más 
nutrientes disponibles para S. sciuri la cual llegaría a fase estacionaria de manera tardía.  
Para los ensayos de remoción de telurito en su forma de K2TeO3 (Figura 12 A), se puede observar 
que S. sciuri, logra hasta un 40% más de remoción en condiciones anaeróbicas. Asimismo, A. 
schindleri logra remover hasta un 30% más en condiciones anaeróbicas, además de remover más 
que la cepa anterior en ambas condiciones. Se ha descrito anteriormente por el laboratorio la 
actividad telurito reductasa de las cepas utilizadas en este trabajo, donde se puede observar que S. 
sciuri presenta una menor actividad que A. schindleri (Figueroa et al., 2018), lo que se traduce en 
una mejor capacidad de A. schindleri para reducir el telurito a su forma elemental Te0, capacidad 
que se ve reflejada en su alto porcentaje de remoción. La estrategia de reducción es una de tantas 
utilizadas por las bacterias para tratar con metal(oid)es (Alencar et al., 2017; Lemire et al., 2013). 
Es posible apreciar en la Figura 12 B, que el crecimiento aeróbico de ambas cepas se reduce 
respecto de la condición anaeróbica, esto debido a la toxicidad ejercida por el oxianión al catalizar 
la generación de ROS (Chasteen et al., 2009; Lin et al., 2012), lo que se refleja en la menor 
remoción del metaloide. Como se ha descrito, una de las consecuencias de la toxicidad de telurito 
es la generación de especies reactivas de oxígeno, las cuales en condiciones anaeróbicas no podrían 
ser generadas, disminuyendo así su toxicidad, permitiendo a las cepas generar más biomasa para 
los procesos de reducción del metaloide (Arenas et al., 2014; Morales et al., 2017).  
En el marco de la mezcla de cepas para la remoción de telurito, se observa que la remoción 
anaeróbica alcanza hasta un 80%, haciéndola altamente eficiente respecto a las cepas 
independientes. Se observa en la Figura 12 D, la presencia de ambas cepas y la predominancia de 
A. schindleri en la mezcla, la suma de ambas respondería a la mayor capacidad de remoción, 
generándose un efecto aditivo, donde ambas cepas colaboran en el proceso. En el caso de la mezcla 
aeróbica, se observa en un 99% la presencia de A. schindleri, mostrando una remoción de no más 
del 30%. 
En la Figura 13.A se observa la remoción de arsénico en su forma trivalente como arsenito de sodio 
(NaAsO2), donde S. sciuri alcanza un 20% de remoción sin diferencia entre una condición u otra, 
del mismo modo A. schindleri logra un 30% de remoción sin diferencia significativa entre 
condiciones, lo que sugeriría en primera instancia que la remediación de arsénico no vendría ligada 
a un componente ambiental como la presencia o ausencia de oxígeno. Sin embargo, se debe 
considerar que las concentraciones iniciales de trabajo para ambas condiciones no son iguales, por 
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lo que, aunque ambos logran un 20% y 30% de remoción respectivamente, anaeróbicamente es la 
mitad de la concentración tratada de forma aeróbica, por lo tanto, es necesario aclarar que 
anaeróbicamente habría una menor remoción del tóxico o desde otro punto de vista, una remoción 
proporcional en porcentaje. En el análisis de la Figura 13 B podemos encontrar que las cepas crecen 
menos en condiciones aeróbicas que en condiciones anaeróbicas, esto vendría dado a que arsenito 
es capaz de catalizar la formación de especies reactivas de oxígeno (ROS) las cuales afectarían 
mucho más en condiciones aeróbicas (Lemire et al., 2013). Se ha descrito el uso del género 
Staphylococcus para remediación de arsénico en conjunto a cromato, basados en la reducción y 
oxidación de los tóxicos (Aryal et al., 2011; Rizvi et al., 2016), asimismo utilizado para la 
adsorción de arsenito y arseniato (Aryal et al., 2010), además se ha descrito su uso en 
fitorremediación de arsénico asociado a Brassica juncea (Srivastava et al., 2013). Acinetobacter 
por su parte ha sido descrito para la remoción de arsénico, tanto en su forma arsenito como 
arseniato, para el primero se describe la oxidación de este a su forma arseniato que es menos tóxica 
pero a la vez más proclive a ser asociada con fosfatos o carbonatos, además de existir sistemas 
especializados en la bacteria que son capaces de expulsar esta forma más eficientemente, como 
componentes del operón Ars (Karn y Pan, 2016; Mandal, 2002; O’Day, 2006). Para arseniato se 
describe la reducción de este a su forma trivalente de arsenito, el cual es más tóxico 
(Mukhopadhyay et al., 2002).  
En la figura 14 A se muestra la remoción de cadmio, valores que se ven claramente alterados, 
donde el control no corresponde al valor del 100%. En la Tabla 9, se ofrecen los valores de las 
cuantificaciones de cadmio en µg/mL. En ésta, se puede observar que las concentraciones iniciales, 
marcadas en verde, son menores a las agregadas al inicio de los cultivos (50 µg/mL), más aún en 
los tratamientos con A. schindleri y la mezcla, los valores iniciales son mucho menores a los valores 
finales, es por esta razón que los porcentajes superan al 100% de metal en el medio. 
Adicionalmente, en el Anexo 5, se pueden encontrar las gráficas donde se muestran estas 
diferencias y las variaciones en las cuantificaciones de las réplicas biológicas.  
Analizando el control, se sugiere una interacción de los componentes del medio con la solución de 
CdCl2 lo que vendría a disminuir su disponibilidad en el medio y su consiguiente análisis erróneo 
con la técnica utilizada. Para este fenómeno se plantea la hipótesis de una interacción entre cadmio 
y azufre formando el complejo CdS, conocida nanoestructura de valor comercial (Sweeney et al., 
2004; Thakkar et al., 2010). Dicho azufre podría venir de la fuente MgSO4 aunque es muy poco 
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probable, por otra parte se plantea la interacción de cadmio con residuos de cisteína 
(Charerntanyarak, 1999; Cunningham y Lundie, 1993; Wang et al., 2001), los cuales poseen azufre 
en su estructura, secuestrando el metal y afectando su normal cuantificación.  
Las cepas demostraron remover metal(oid)es de manera independiente, mostrando una pequeña 
tendencia a mejorar en condiciones anaeróbicas, asimismo la mezcla reveló iguales o mayores 
porcentajes de remoción que las cepas individuales. Destacándose A. schindleri en la remoción 
anaeróbica de telurito y de arsenito en ambas condiciones.   
 
Cuantificación de la remoción de NaAsO2 y KTeO2 por Acinetobacter schindleri en 
biorreactor.  
Considerando la información obtenida de los ensayos de remoción anteriores, se seleccionó la cepa 
con el mejor desempeño en la remoción de metal(oid)es, la cual fue A. schindleri. Asimismo, se 
seleccionó telurito como el tóxico elegido para escalar la remoción a biorreactor. Como se puede 
observar en la Figura 15, todos los parámetros de crecimiento del biorreactor (pH, DO, Tº y OD) 
se mantuvieron estables, principalmente la densidad óptica (Figura 15 A), la cual señala 
expresamente que no hubo crecimiento de la cepa durante las primeras horas de cultivo, bajo las 
condiciones ensayadas. Lo cual, es contradictorio a lo observado en la Figura 9 A, donde a las 3 h 
de crecimiento la cepa comienza a describir un crecimiento exponencial, sobre todo, considerando 
que provenía de un cultivo con una densidad óptica que la situaba en la mitad de la fase exponencial 
(DO600 ≈ 0,25). Luego de 24 h de cultivo, esta cepa no fue capaz de crecer, observándose un 
estancamiento en la DO600 (Datos no mostrados). Existen diversas variables que pueden haber 
afectado el comportamiento de la bacteria al ser escalada a biorreactor. Primero se debe considerar 
que la utilización de A. schindleri en procesos de biorremediación no está descrito. Sin embargo, 
un estudio reciente describe la utilización de una cepa de A. schindleri a escala de biorreactor, 
utilizando acetato como fuente principal de carbono y una temperatura de crecimiento de 30ºC 
(Sigala et al., 2017). Se señala este punto, debido a que el medio SV.3 utiliza como fuente de 
carbono glucosa y se ha descrito que algunas cepas de Acinetobacter no crecen adecuadamente 
bajo esta fuente de carbono (Asperger y Kleber, 1991). Por lo tanto, se hipotetiza que bajo este 
régimen la cepa pudo no mantener un crecimiento adecuado, considerando las condiciones 
nutricionales. Contrariamente a lo observado en condiciones de laboratorio, donde se utilizó 
volúmenes menores a 1 L. De la misma manera, otro factor importante a analizar del proceso es la 
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temperatura; se creció a 37 ºC a nivel de laboratorio y en el ensayo de biorreactor, por otro lado se 
ha descrito que el género Acinetobacter es capaz de crecer en rangos temperatura de 30-41 ºC 
(Ensley y Finnerty, 1980; Nemec et al., 2001). Importante resaltar en el proceso de set-up de las 
condiciones de biorreactor, que el sensor de temperatura no había sido calibrado por lo que, en los 
cultivos iniciales a 24 h, se notó que la temperatura real era de 42 ºC, lo que claramente afecto el 
crecimiento. Sin embargo, luego de solucionar ese contratiempo, la bacteria seguía mostrando el 
comportamiento observado en la Figura 15. Además en literatura se identificó un crecimiento a 30 
ºC al escalar esta bacteria en un biorreactor (Sigala et al., 2017), por lo que una proyección 
importante de este trabajo, sería evaluar esta temperatura junto con la fuente de carbono como 
factores relevantes en este proceso escalado. Finalmente, debido a que la cepa no presentó 




























CONCLUSIONES Y PROYECCIONES  
La biorremediación, específicamente el proceso de remoción de metal(oid)es es de gran 
importancia nivel mundial, considerando que son especies que no pueden ser degradadas, por lo 
que la principal vía para poder remediar una zona afectada en este caso aguas, es la inmovilización 
del tóxico para su posterior remoción. En esta Tesis, se llevó a cabo la remoción de metal(oid)es 
solubles mediante estrategias microbianas de resistencia, entre las que se puede encontrar la 
adsorción, la mineralización y la reducción, para el posterior retiro del metal(oid)e insoluble 
inmovilizado. 
Por lo tanto y considerando la hipótesis de trabajo, se logró remover telurito tanto por las cepas 
independientes de A. schindleri y S. sciuri, como por la mezcla de ambas. La remoción de este 
metaloide, se ve incrementada significativamente en condiciones anaeróbicas, logrando hasta un 
80% de remoción. Del mismo modo, la mezcla de estas cepas logró remover significativamente 
arsenito en condiciones anaeróbicas, con un 30% de remoción. 
Finalmente, se propone la utilización de A. schindleri en la remoción y recuperación de teluro desde 
pilas mineras o tranques de relave, considerando sus usos posteriores. Recordando que el teluro 
asociado a distintos metales es capaz de mejorar las características eléctricas y ópticas de estos. 
Asimismo, en su forma trivalente, telurito, posee propiedades ópticas, eléctricas y piezoeléctricas 
que lo vuelven comercialmente atractivo, considerando su escasa presencia en la corteza terrestre. 
Adicionalmente, el 40% del teluro a nivel mundial es utilizado exclusivamente para la construcción 













Anexo 1. Tasas de crecimiento en los distintos medios SV.  
Valores calculados considerando la fase exponencial de cada cepa. Se observa una mejora en el 
crecimiento en el medio SV.2 respecto a la versión previa. Por otro lado, se observa una 
disminución del crecimiento para S. sciuri en el medio SV.3 respecto a las versiones anteriores.  
Se observa un aumento de la tasa de crecimiento en condiciones anaeróbicas al utilizar el medio 
SV.3. Los datos corresponden al promedio de tres replicas técnicas para cada cepa, con su 

















Anexo 2. Análisis estadístico complementario de la remoción de cobre.  
El corchete color azul considera las barras asociadas a la remoción aeróbica, mientras que el 
corchete celeste considera las barras asociadas a la remoción anaeróbica. En este caso, sólo la 
remoción por la cepa 2 es significativa respecto al control, en ambas condiciones experimentales. 
Las barras representan el promedio de 3 ensayos independientes ± la desviación estándar. *, indica 


















Anexo 3. Análisis estadístico complementario de la remoción de telurito.  
El corchete color negro considera las barras asociadas a la remoción aeróbica, mientras que el 
corchete gris considera las barras asociadas a la remoción anaeróbica. En ambas condiciones 
experimentales, la remoción es significativa respecto de su control correspondiente. Las barras 
representan el promedio de 3 ensayos independientes ± la desviación estándar. *, indica diferencia 















Anexo 4. Análisis estadístico complementario de la remoción de arsenito.  
El corchete color morado considera las barras asociadas a la remoción aeróbica, mientras que el 
corchete rosa considera las barras asociadas a la remoción anaeróbica. En ambas condiciones 
experimentales, la remoción es significativa respecto de su control correspondiente. Las barras 
representan el promedio de 3 ensayos independientes ± la desviación estándar. *, indica diferencia 














































































Anexo 5. Datos crudos de la remoción de cadmio. A) Datos en concentración (µg/mL) de la 
remoción aeróbica de cadmio. B) Datos en concentración (µg/mL) de la remoción anaeróbica de 
cadmio. Se observa la concentración inicial (0 h) y final (24 h), de cultivos con las cepas 
independientes y la mezcla de cepas, crecido a 37 ºC por 24 h. La línea sólida, indica la 
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Anexo 6. Genes del operon Ars presente en E. coli BW25113.  
En rojo se destaca la resencia de genes arsR, arsB y arsC, pertenecientes al operon Ars que confiere 
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